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DESCRIPCION
Uso de plasmina para el tratamiento de fallo de filtracion después de trabeculectomia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la mejora de la cirugia de trabeculectomia. La mejora reside mas especificamente
en una vida util prolongada del canal de drenaje esclerocorneal creado mediante cirugia de trabeculectomia. La
mejora se obtiene mediante administracion posquirtrgica de una plasmina en forma de gotas oculares solamente,
mediante inyeccion en la cAmara anterior solamente, o0 mediante cualquier combinacion de estas.

Antecedentes de la invenciéon

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa multifactorial y la segunda causa mas importante de ceguera
irreversible (Quigley, 1996, Br J Ophthalmol 80, 389-393). Esta enfermedad se caracteriza por apoptosis de las
células ganglionares de la retina, que da como resultado la pérdida del campo visual. El tratamiento actual de esta
enfermedad se dirige hacia la reduccién de la presion intraocular (IOP), que es el factor de riesgo principal para el
glaucoma (Collaborative Normal-Tension Glaucoma Study Group, 1998, Am J Opthatmol 126, 487-497).

De todos los tratamientos usados en la actualidad para disminuir la IOP, la cirugia de filtraciéon (trabeculectomia) ha
mostrado ser la mas eficaz (Burr et al., 2005, Cochrane Database Syst Rev 18(2):CD004399; Hitchings, 1998, Arch
Ophthalmol 116, 241-242). Una trabeculectomia crea una fuga "controlada" de fluido (humor acuoso) del ojo, que
filtra bajo la conjuntiva. Durante la operacion, se retira una parte de la red trabecular en el &ngulo de drenaje del ojo,
creando una abertura. La abertura se cubre parcialmente con una solapa de tejido de la escler6tica y la conjuntiva.
Aparece una pequefia "ampolla” (burbuja) conjuntiva en la unién de la cérnea y la esclerética (limbo) cuando se hace
esta valvula producida quirargicamente.

Sin embargo, en un 30 % de los casos, el canal construido se cierra debido a la formacion de tejido cicatricial
excesivo, que da como resultado el fracaso de la cirugia (Addicks et al., 1983, Arch Ophthalmol 101, 795-798). Los 4
procesos importantes que contribuyen a la cicatrizacion conjuntiva posoperatoria son: formacién de codagulos,
inflamacién, angiogénesis y fibrosis (Lee et al., 1995, J Ocul Pharmacol Ther 11, 227-232; Lama y Fechtner, 2003,
Surv Ophthalmol 48, 314-346). De hecho, el aumento de la infiltracion conjuntiva de células inflamatorias y
fibroblastos de Tenon (Hitchings y Grierson, 1983, Trans Ophthalmol Soc UK 103, 84-88; Skuta y Parrish, 1987,
Surv Ophthalmol 32, 149-170), y los mayores niveles de vascularizacion de ampolla (Jampel et al., 1988, Arch
Ophthalmol 106, 89-94) se asocian con el fracaso de la cirugia. Estos procesos estan mediados mediante diversas
citoquinas (por ejemplo IL-1 e INF-a2b) y factores de crecimiento (por ejemplo PDGF, FGF, TGF-1 y VEGF (Lama y
Fechtner, 2003; Gillies y Su, 1991, Aust NZ J Ophthalmol 19, 299-304)). Los antimitticos peroperatorios, tales como
mitomicina-C y 5-fluorouracilo pueden mejorar los resultados quirdrgicos (Quigley, 1996; Katz et al., 1995,
Ophthalmol 102, 1263-1269). Sin embargo, estos antimetabolitos plantean el riesgo de complicaciones que
amenazan la division tales como debilitamiento escleral e infecciones (Lama y Fechtner, 2003; Hitchings y Grierson,
1983; Skuta y Parrish, 1987; Jampel et al., 1988; Gillies y Su, 1991; Katz et al., 1995; Greenfield et al., 1998, Arch
Ophthalmol 116, 443-447). Ademas, el bloqueo de TGF- parecia prometedor en modelos animales (Cordeiro et al.,
2003, Gene Ther 10, 59-71), pero no presentd eficacia en estudios clinicos (CAT-152 0102 Trabeculectomy Study
Group, Kwah, Grehn, 2007, Ophthalmol 114, 1822-1830). Se ha informado que el numero de intervenciones
posteriores a la trabeculectomia expresadas como la incidencia de "manipulaciones de ampolla" posquirdrgicas ha
sido tan alto como un 78 % (King et al., 2007, Br J Ophthalmol 91, 873-877). Por lo tanto, aln existe la necesidad de
estrategias alternativas para prevenir el fallo de filtracion y de ese modo reducir la incidencia de manipulaciones de
ampolla.

La microplasmina es una proteina recombinante que disuelve los coagulos sanguineos mediante su degradacién a
fibrina. Recientemente, la microplasmina ha mostrado ser eficaz, bien tolerada y segura para uso intraocular en un
ensayo clinico en fase Il para estudiar su eficacia para inducir desprendimiento vitreo posterior no quirdrgico, PVD
(Gandorfer, 2008, Eye 22, 1273-1277; documento de Patente WO 2004/052228) y en la actualidad estd en
investigacion en ensayos clinicos en fase lll. Previamente, la plasmina también habia sido capaz de inducir PVD (por
ejemplo, documento de Patente US 5.304.118). El mecanismo mediante el cual la plasmina o la microplasmina
induce el PVD no se comprende completamente en la actualidad. Sin el apoyo de ningun dato experimental, o
ningun dato experimental concluyente, los documentos de Patente WO 2009/073457 y WO 2009/067407 proponen
la inyeccion subconjuntival de plasmina para rescatar las ampollas filtrantes y el uso de proteasas activadoras de la
metaloproteinasa de matriz para la reduccién del IOP, respectivamente.

Sumario de la invencion
La invencion se refiere a una plasmina para su uso en el tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de

trabeculectomia de un ojo, o para prevenir, reducir o retardar la aparicién de insuficiencia de filtracion después de
cirugia de trabeculectomia de un ojo.
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Dicha plasmina o dicho medicamento puede estar en una formulaciéon farmacéuticamente aceptable capaz de
administrarse a un ojo en forma de gotas oculares tépicas. Alternativamente, dicha plasmina o dicho medicamento
puede estar en una formulacién farmacéuticamente aceptable capaz de administrarse mediante inyeccién al interior
de la camara anterior de un ojo.

El tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o la prevencién, reduccién o
retardo de la aparicion de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo puede resultar de poner
en contacto dicho ojo con una cantidad eficaz de gotas oculares tépicas que comprenden dicha plasmina o variante
truncada activa de la misma. Alternativamente, puede resultar de la introduccion en el interior de la camara anterior
del ojo de una cantidad eficaz de dicha plasmina o variante truncada activa de la misma. En una alternativa
adicional, puede resultar de poner en contacto dicho ojo con una cantidad eficaz de gotas oculares tdpicas que
comprenden dicha plasmina o variante truncada activa de la misma, combinado con la introduccién en el interior de
la camara anterior de un ojo de una cantidad eficaz de dicha plasmina o variante truncada activa de la misma.

En cualquiera de las anteriores, dicha plasmina puede carecer de uno o mas dominios Kringle y/o carecer de partes
de uno o méas dominios Kringle. Mas especificamente, dicha plasmina se puede seleccionar entre el grupo que
consiste en midiplasmina, miniplasmina, microplasmina o deltaplasmina.

La invencién cubre ademas una plasmina para su uso en el tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo, o para prevenir, reducir o retardar la aparicion de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo, en el que dicha plasmina, o dicho medicamento, puede estar en una formulacion
farmacéuticamente aceptable que comprende ademas uno o mas de un agente para controlar la presion intraocular,
un agente antiinflamatorio, un agente antiviral, un agente antibacteriano, un agente antiviral, un agente
antiangiogénico, un agente antimitético, un antihistaminico, un anestésico, un agente para inducir midriasis y un
agente para inducir cicloplejia. Alternativamente, cuando dicho agente o agentes adicionales no estan incluidos en la
formulacion farmacéuticamente aceptable, o en el medicamento, dicho ojo puede estar en contacto ademas con uno
0 mas agentes seleccionados entre un agente para el control de la presién intraocular, un agente antiinflamatorio, un
agente antiviral, un agente antibacteriano, un agente antiviral, un agente antiangiogénico, un agente antimitético, un
antihistaminico, un anestésico, un agente para inducir midriasis y un agente para inducir cicloplejia.

Leyendas de las figuras

La FIGURA 1 muestra la secuencia de aminoacidos con numeracion doble de las posiciones de aminoacidos del
Glu-plasmindgeno humano de tipo silvestre (1 a 791) y el dominio catalitico de la plasmina (1 a 230, secuencia de
aminoacidos y numeracién en negrita). El microplasmindgeno que se usa para demostrar la invencidon comienza en
la posicién de aminoacido 543 (numeracion relativa al Glu-plasminégeno). Los dominios Kringle (que derivan del
namero de adhesién de GenBank AAA36451) estan rodeados por un rectangulo y sus secuencias de aminoacidos
se escribieron alternando letras normales e itlicas. Los aminoacidos de la triada catalitica estan rodeados por un
circulo.

La FIGURA 2 representa esquematicamente un ojo después de trabeculectomia. La flecha sombreada con lineas
verticales indica el flujo de liquido acuoso desde la camara anterior del ojo hasta el exterior a través del canal de
filtracion creado por la trabeculectomia.

La FIGURA 3 representa los resultados obtenidos después de trabeculectomia combinada con (i) administracion
posoperatoria de gotas tépicas que contienen microplasmina (diamantes), (ii) inyeccidon posoperatoria en la camara
anterior de microplasmina (triangulos), o (iii) administracién posoperatoria combinada de gotas t6picas que contienen
microplasmina e inyeccién en la camara anterior de microplasmina (cuadrados).

Los datos se normalizan, lo que significa que los valores de fondo obtenidos con el tratamiento de placebo se restan
de los valores obtenidos con el tratamiento sin placebo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el efecto de la administraciéon de microplasmina en los resultados clinicos de
cirugia de trabeculectomia, siento dicho efecto positivo y dando como resultado la prevencion, reduccién o retardo
de la aparicién de fallo de filtracién. Como se conoce en la practica clinica, cada paciente que ha experimentado
cirugia de trabeculectomia esta en riesgo considerable de desarrollar fallo de filtracién.

Por lo tanto, la invencién se refiere a la plasmina para su uso en el tratamiento de fallo de filtracion después de
cirugia de trabeculectomia de un ojo, o para prevenir, reducir o retardar la aparicion de fallo de filtracion después de
cirugia de trabeculectomia de un ojo.

La "plasmina”, también conocida como fibrinolisina o lisofibrina, es una proteasa de tipo serina que resulta de la

activacion del plasminégeno zimdgeno. La activacion es el resultado de la escisidn proteolitica entre los aminoacidos
561 y 562 (numeracion relativa al Glu-plasminégeno). La plasmina porta una cadena pesada que comprende 5

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534911 T3

dominios Kringle y una cadena ligera que comprende el dominio catalitico. El plasmindgeno se puede enriquecer a
partir de plasma sanguineo, por ejemplo, a través de cromatografia de afinidad de lisina (Deutsch y Mertz, 1970,
Science 170, 1095-1096). El truncamiento de la molécula de la plasmina es posible siempre que el dominio catalitico
permanezca funcional, y tal truncamiento resulta de ese modo en la formacion de una "variante truncada activa" de
plasmina. Como tal, se pueden suprimir completa o parcialmente uno o mas de los 5 dominios Kringle. Las
plasminas truncadas que carecen de uno o mas dominios Kringle y/o que carecen de partes de uno o0 mas dominios
Kringle estan previstas por lo tanto en la presente invencion. Algunos ejemplos de variantes truncadas de plasmina
incluyen, pero no se limitan a, "midiplasmina”, "miniplasmina", "microplasmina”, y "delta-plasmina". La midiplasmina
carece basicamente de los dominios Kringle 1 a 3 (por ejemplo, Christensen et al., 1995, Biochem J 305, 97-102). La
miniplasmina se obtuvo originalmente mediante digestién limitada de plasmina con elastasa y carece basicamente
de los dominios Kringle 1 a 4 (por ejemplo, Christensen et al., 1979, Biochim Biophys Acta 567, 472-481; Powell y
Castellino, 1980, J Biol Chem 255, 5329). Se ha producido posteriormente miniplasmina de forma recombinante
(documento de Patente WO 2002/050290). La microplasmina se obtuvo originalmente mediante incubacién de
plasmina a pH elevado y carece basicamente de todos los dominios Kringle (por ejemplo, documento de Patente
WO 89/01336). Mientras que la microplasmina obtenida a partir de incubacién de plasmina a pH elevado contiene
los aminoécidos carboxi terminales 30-31 de la cadena pesada, una variante de microplasmina producida de forma
recombinante contiene el aminoacido carboxi terminal 19 de la cadena pesada (documento de Patente WO
2002/050290). La delta-plasmina es una versién recombinante de la plasmina en la que el dominio Kringle 1 esta
unido directamente al dominio catalitico (documento de Patente WO 2005/105990). Las variantes truncadas
descritas anteriormente de la plasmina se obtienen mediante activacion de "midiplasmindgena”, "miniplasmindégeno”,
"microplasminégeno” y "delta-plasminégeno”, respectivamente. Para ser activable, un plasminégeno truncado
necesita comprender un nimero minimo de aminoacidos en el conector entre el dominio Kringle 5 y el dominio
catalitico (véase, por ejemplo, Wang et al., 1995, Protein Science 4, 1758-1767). Como alternativa a la plasmina, se
puede usar un plasmindégeno activable en el contexto de la presente invencién (véanse, por ejemplo, los documentos
de Patente EP 0480906; US 5.304.383; EP 0631786; US 5.520.912; US 5.597.800; US 5.776.452). "Plasminégeno”
se refiere a cualquier forma de plasminégeno, por ejemplo, Glu-plasminégeno o Lys-plasminégeno (comenzando en
la Arg de la posicion 68 o la Lys de las posiciones 77 o 78). Cuando se usa plasminégeno activable, la activacion a
plasmina se puede retrasar y producirse después de ponerse en contacto con un 6rgano, tejido o fluido corporal. En
aun otra alternativa, se puede sustituir la plasmina en el contexto de la presente invencion por un plasminégeno
activable junto con un activador de plasmindgeno (tal como un activador de plasmindgeno tisular (tPA), uroquinasa,
estreptoquinasa o estafiloguinasa; véanse, por ejemplo, los documentos de Patente US 6.733.750; US 6.585.972;
US 6.899.877; WO 03/33019). En otra alternativa adicional, se puede usar una mezcla de cualquiera de (i) plasmina,
(ii) plasmindgeno activable, y (iii) un activador de plasminégeno en el contexto de la presente invencion (véase, por
ejemplo, el documento de Patente US 2004/0081643). Con el fin de asegurar la estabilidad de la plasmina (o el
plasmin6geno), se almacenaran generalmente a temperatura reducida (por ejemplo 4 grados Celsius o0 -20 grados
Celsius) en una composicion estabilizante tal como de bajo pH (pH 4 o inferior; obtenida, por ejemplo, con acido 1
mM a 250 mM tal como &cido citrico; véase, por ejemplo, Castellino y Sodetz, 1976, Methods Enzymol 45, 273-286;
documentos de Patente WO 01/36608; WO 01/36609; WO 01/36611) o de alto contenido en glicerol (30-50 % v/v,
por ejemplo, Castellino y Sodetz, 1976, Methods Enzymol 45, 273-286), alternativamente en o junto con uno o mas
estabilizantes adicionales tales como un aminoécido (por ejemplo lisina o un analogo de la misma), un azucar (por
ejemplo, manitol) o cualquier estabilizante conocido en la técnica (por ejemplo, dipéptidos, documento de Patente
WO 97/01631). También se incluye en el género "plasmina" cualquier derivado activo de la misma o derivado similar
de plasmindgeno activable. Tales derivados incluyen, por ejemplo, plasmina o plasminégeno marcados (o variantes
truncadas de los mismos) tales como plasmina marcada con Tc* (Deacon et al., 1980, Br J Radiol 53, 673-677) 0o
plasmina o plasmindgeno pegilados o acilados (o variantes truncadas de los mismos; documentos de Patente EP
9879, WO 93/15189). Dichos derivados incluyen ademas moléculas de plasmina o plasminégeno hibridas o
guiméricas que comprenden, por ejemplo, una plasmina o plasminégeno truncados de acuerdo con la invencién
condensados, por ejemplo, con una molécula de union a fibrina (tal como Kringle 2 de tPA, un Kringle de
apolipoproteina, el dominio de dedo de tPA o fibronectina y el dominio Fab de un anticuerpo de unién a fibrina).

Existen numerosos ensayos para determinar si una especie de plasmina es proteoliticamente activa o no. Los
ensayos faciles y sencillos se basan en la digestién de un sustrato cromogénico por la plasmina presente en una
muestra; los sustratos cromogénicos incluyen S-2403 y S-2251 que liberan p-nitroanilina (pNA) tras la escision
proteolitica. La cantidad de pNA formada se puede medir mediante absorbancia de la luz a 405 nm. Un ensayo
alternativo para determinar la actividad de plasmina es un ensayo potenciométrico. Se describen ensayos
colorimétricos (que usan un sustrato cromogénico) y potenciométricos, por ejemplo, en Castellino y Sodetz (1976,
Methods Enzymol 45, 273-286). Un ensayo alternativo adicional para determinar la actividad de plasmina es un
ensayo caseinolitico (por ejemplo, Robbins y Summaria, 1970, Methods Enzymol 19, 184-199; Ruyssen y Lauwers,
1978, capitulo IX-Plasmin, en "Pharmaceutical Enzymes", Story-Scientia, Gent, Bélgica, pp. 123-131). Otro ensayo
alternativo mas para determinar la actividad de plasmina es un ensayo fibrinolitico (por ejemplo, Astrup y Mullertz,
1952, Arch Biochem Biophys 40, 346-351). De hecho, se puede usar cualquier sustrato natural de plasmina marcado
adecuadamente por una persona experta en disefiar ensayos de actividad de plasmina.

La "red trabecular (TM)" es una estructura de tipo red en el interior del ojo en la unién iris-esclerética del angulo de la
camara anterior. La TM filtra el fluido acuoso y controla su flujo en el canal de Schlemm antes de abandonar la
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camara anterior. Un aumento de resistencia en la TM conduce a una reduccién del flujo de salida de fluido acuoso y
de ese modo a un aumento de la presion intraocular (IOP).

Cuando se deja sin tratar, esta IOP elevada conduce a una lesion glaucomatosa de las fibras del nervio éptico y del
nervio de la retina, y conduce a una pérdida de vision. Esta pérdida de visiéon se puede prevenir o detener mediante
la administracién de medicacion, un "agente para controlar la presion intraocular”, que controle la presién intraocular.
Tales medicamentos incluyen agentes bloqueantes adrenérgicos (beta bloqueantes o farmacos simpatoliticos tales
como betaxolol, carteolol, levobunolol, metipanolol y timolol), agentes estimulantes adrenérgicos (farmacos
simpatomiméticos tales como aproclonidina, epinefrina, hidroxianfetamina, fenilefrina, nafazolina y tetrahidrozalina),
inhibidores de la anhidrasa carbdénica (tales como acetozolamida sistémica, y brinzolamida y dorzolamida tépicas),
mioticos (agentes estimulantes colinérgicos, farmacos parasimpatomiméticos tales como carbacol y pilocarpina),
agentes osméticos (tales como glicerina y manitol), y prostaglandina y analogos de prostaglandina (prostamidas,
bimatoprost, isopropil unoprostona, travoprost, latanoprost, prostaglandina natural, prostaglandina F2a, y agonistas
del receptor prostanoide FP). Cuando tales medicamentos no son eficaces (o no lo son mas), entonces la cirugia de
filtracién es un tratamiento viable.

"Trabeculectomia”, "cirugia de trabeculectomia” o "cirugia de filtracion", se define como un procedimiento quirdrgico
en el ojo en el que se retira parte de la red trabecular mediante lo cual se crea un sitio de filtracion (un canal de
drenaje esclerocorneal) que aumenta el flujo de salida de fluido acuoso del ojo; este tipo de procedimiento de
filtracion se usa habitualmente en el tratamiento de glaucoma, y mas especificamente para reducir la IOP en un ojo
sometido a/que padece glaucoma. La Figura 2 es una representacion esquematica del resultado de la cirugia de
trabeculectomia.

"Fallo de filtracién" es una afeccién que revierte el efecto clinicamente deseado de la cirugia de trabeculectomia, es
decir, que revierte la caida deseada en la IOP. El tiempo postoperatorio inicial es crucial en el sentido de que la
actividad para curar el ojo es mayor en este periodo. Este periodo de alta capacidad de curacion del ojo depende de
la especie y se extiende de aproximadamente 2 semanas para los conejos hasta 1 a 2 meses en los seres humanos.
Tras poner en contacto la plasmina (o por lo tanto cualquier alternativa como se ha descrito anteriormente) con un
ojo de acuerdo con la presente invencion, disminuye la frecuencia de la aparicion de fallo de filtracién durante un
periodo de tiempo determinado. La plasmina (o por lo tanto cualquier alternativa como se ha descrito anteriormente)
gue se usa de acuerdo con la presente invencion da como resultado de ese modo la prevencion, reduccién o retardo
de la aparicion de fallo de filtracion.

La plasmina de la invencion, o el medicamento que contiene una o mas de la misma, para tratar el fallo de filtracion
después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o para prevenir, reducir o retardar la aparicién de fallo de filtracién
después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, puede estar en una formulaciéon farmacéuticamente aceptable
capaz de administrarse a un ojo en forma de gotas oculares topicas. Alternativamente, la plasmina de la invencion, o
el medicamento que contiene una o mas de la misma, estd en una formulacion farmacéuticamente aceptable capaz
de administrarse mediante inyeccion al interior de la camara anterior de un ojo. La composicion de la formulacién de
gotas oculares y la formulaciéon para inyeccién en el interior de la camara anterior de un ojo pueden ser iguales o
diferentes. Para obtener resultados clinicos Optimos, puede ser necesario ajustar las composiciones de las
formulaciones para su modo de aplicacion y de ese modo pueden ser necesario que sean diferentes.

El tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o la prevencién, reduccion o
retardo de la aparicion de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un ojo puede resultar de poner
en contacto dicho ojo con una cantidad eficaz de gotas oculares topicas que comprenden dicha plasmina. En otras
palabras, para el tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o para la
prevencion, reduccion o retardo de la aparicion de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo,
la cantidad eficaz de plasmina se puede administrar o se administra en forma de gotas oculares tépicas.

Alternativamente, el tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o la
prevencion, reduccion o retardo de la aparicion de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un ojo
puede resultar de la introducciéon en el interior de la camara anterior de un ojo de una cantidad eficaz de dicha
plasmina. En otras palabras, para el tratamiento de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un
0jo, o para la prevencion, reduccion o retardo de la apariciéon de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo, la cantidad eficaz de plasmina se puede administrar o se administra mediante
introduccion o inyeccion en el interior de la camara anterior de un ojo.

En una alternativa adicional, el tratamiento de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o la
prevencion, reduccion o retardo de la aparicion de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un ojo
puede resultar de poner en contacto dicho ojo con una cantidad eficaz de gotas oculares tdpicas que comprenden
dicha plasmina, combinado con la introduccion en el interior de la cadmara anterior de un ojo de una cantidad eficaz
de dicha plasmina. La cantidad eficaz de plasmina se puede alcanzar, en este caso, mediante las administraciones
combinadas. En otras palabras, para el tratamiento de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un
0jo, o para la prevencién, reduccion o retardo de la aparicién de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo, la cantidad eficaz de plasmina se administra en forma de gotas oculares tépicas
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combinadas con la introduccidon o inyeccion en el interior de la camara anterior de un ojo. En lo expuesto
anteriormente, la cantidad o concentracion de sustancia activa en la formulacion de gotas oculares y en la
formulaciéon para la inyeccion intracameral puede ser igual o diferente. Las cantidades o concentraciones de
sustancia activa pueden necesitar ajustarse tal como al modo de aplicacion o tal como para minimizar que se
puedan producir efectos secundarios posteriores cuando se administra, por ejemplo, una alta cantidad o
concentracion de sustancia activa mediante una cualquiera de las vias de administracién. En el dltimo caso, la
cantidad eficaz de sustancia activa alin se puede alcanzar por compensacion de una baja cantidad o concentracién
de sustancia activa a través de una via de administracion y mediante una cantidad o concentracion mayor de
sustancia activa a través de la otra via de administracion.

En una realizacion de cualquiera de las anteriores, dicha plasmina puede carecer de uno o mas dominios Kringle y/o
carecer de partes de uno o mas dominios Kringle. Mas especificamente, dicha plasmina se puede seleccionar entre
el grupo que consiste en midiplasmina, miniplasmina, microplasmina o deltaplasmina.

La invencién cubre ademas una plasmina para su uso en el tratamiento de fallo de filtracién después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo, o para prevenir, reducir o retardar la aparicién de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un 0jo, que esta en una solucidn farmacéuticamente aceptable que puede comprender ademas
uno o mas de un agente para controlar la presion intraocular, un agente antiinflamatorio, un agente antiviral, un
agente antibacteriano, un agente antiviral, un agente antiangiogénico, un agente antimitético, un antihistaminico, un
anestésico, un agente para inducir midriasis y un agente para inducir cicloplejia. Alternativamente, cuando dicho
agente o agentes adicionales no estan incluidos en la solucién farmacéuticamente aceptable o medicamento que
contiene dicha plasmina, dicho ojo puede estar en contacto ademas con uno o mas agentes seleccionados entre un
agente para el control de la presion intraocular, un agente antiinflamatorio, un agente antiviral, un agente
antibacteriano, un agente antiviral, un agente antiangiogénico, un agente antimitético, un antihistaminico, un
anestésico, un agente para inducir midriasis y un agente para inducir cicloplejia.

También se prevén los usos en el tratamiento de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo,
y en particular la prevencion, reduccion o retardo de la aparicion de fallo de filtracion después de cirugia de
trabeculectomia de un ojo. Estos usos comprenden la etapa de poner en contacto dicho ojo después de cirugia de
trabeculectomia con un medicamento que comprende plasmina en el que dicha puesta en contacto da como
resultado dicho tratamiento de fallo de filtracién, o dicha prevencion, reduccién o retardo de la aparicion de fallo de
filtracion. Las modalidades de dichos medicamento, plasmina de acuerdo con la invencion, y puesta en contacto son
como se han descrito anteriormente.

En cualquiera de los usos médicos descritos anteriormente, la plasmina se puede sustituir por plasminégeno,
activadores de plasminégeno o cualquier combinacién posible (tanto si estan en la misma formulaciéon o en forma de
soluciones o medicamentos separados) de plasmindgeno de plasmina, activadores de plasminégeno, etc. como se
han descrito anteriormente en la definicién de "plasmina”.

"Poner en contacto" significa cualquier modo de administracién que da como resultado la interaccién entre una
composicion tal como un medicamento y un objeto (tal como tejido conjuntivo o subconjuntivo) con el que dicha
composicion esta en contacto. La interaccién entre la composicién y el objeto se puede producir comenzando
inmediatamente o casi inmediatamente con la administracién de la composicién, puede ocurrir durante un periodo
prolongado de tiempo (comenzando inmediatamente o casi inmediatamente con la administracion de la
composicion), o se puede retrasar con respecto al tiempo de administracion de la composicion. Mas
especificamente, la "puesta en contacto" puede dar como resultado el suministro de una cantidad eficaz del
medicamento al objeto.

La expresion "cantidad eficaz" se refiere al régimen de dosificacion del medicamento de acuerdo con la invencién, en
particular de ingrediente activo del medicamento de acuerdo con la invencion, es decir, plasmina (o por lo tanto
cualquier alternativa como se ha descrito anteriormente). La cantidad eficaz dependera generalmente de, y
necesitard ajuste a, el modo de puesta en contacto o administracion. La cantidad eficaz del medicamento, mas
particularmente su ingrediente activo, es la cantidad requerida para obtener el resultado clinico o el efecto
terapéutico o profilactico deseados sin causar efectos toxicos considerables o innecesarios. Para obtener o
mantener la cantidad eficaz, el medicamento se puede administrar en forma de una dosis individual o en dosis
multiples. La cantidad eficaz puede variar ademas dependiendo de la gravedad de la afeccién que necesita tratarse
o de la gravedad esperada de la afeccidon que necesita prevenirse o tratarse; esto puede depender del estado
general de salud y fisico del paciente y habitualmente se requerira la evaluacion del doctor o médico responsable del
tratamiento para establecer cual es la cantidad eficaz. La cantidad eficaz se puede obtener ademas mediante una
combinacién de diferentes tipos de puesta en contacto o administracion. En el contexto de la presente invencion, la
cantidad eficaz se puede obtener mas particularmente mediante uno o mas de administracion de gotas oculares
tépicas, administracion mediante inyeccion en el interior de la cdmara anterior de un ojo o administracion mediante
inyeccion subconjuntival. Una dosis habitual de una administracion individual del medicamento de la invencion
puede comprender de 10 ug a 1 mg del compuesto activo (es decir, una plasmina). La administracion del
medicamento de la invencion por medio de inyeccién se mantiene por lo general al minimo, es decir, la frecuencia de
las inyecciones repetidas se mantiene al minimo. La administracion del medicamento de la invencién por medio de
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gotas oculares tépicas se puede realizar con mayor frecuencia, por ejemplo, una vez por hora o, por ejemplo, de 1 a
6 veces al dia. Dado que las primeras semanas 0 meses posteriores a la trabeculectomia (que depende de la
especie como se ha descrito anteriormente) son cruciales en el sentido de que la actividad de curacién del ojo es la
mas alta en este periodo, la duracion del tratamiento con un medicamento de acuerdo con la presente invencion se
deberia ajustar a este periodo. De ese modo, la dosificacién y frecuencia de administracion iniciales pueden ser
relativamente altas y se pueden disminuir gradualmente cuando disminuya el riesgo de aparicion de fallo de
filtracion.

En general, el medicamento o la composicion de la invencion que comprende una plasmina (o cualquier derivado de
la misma o alternativa a la misma) de acuerdo con la invencion puede comprender, dependiendo de su uso final y
via de administracién, uno o mas ingredientes activos adicionales tales como un agente para controlar la presion
intraocular (véase anteriormente), un anticoagulante, un agente trombolitico, un agente antiinflamatorio, un agente
antiviral, un agente antibacteriano, un agente antifingico, un agente antiangiogénico, un agente antimitético, un
antihistaminico o un anestésico.

Los "anticoagulantes” incluyen hirudinas, heparinas, cumarinas, heparina de bajo peso molecular, inhibidores de
trombina, inhibidores de plaquetas, inhibidores de la agregacién plaquetaria, inhibidores de factores de coagulacion,
anticuerpos antifibrina e inhibidores del factor VIII (tales como los que se describen en los documentos de Patente
WO 01/04269 y WO 2005/016455).

Los "agentes tromboliticos" incluyen uroquinasa, estreptoquinasa, activador de plasminégeno de tipo tisular (tPA),
activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (UPA) y estafiloquinasa o cualquier variante o derivado de cualquiera
de los mismos tal como APSAC (complejo activador de plasminégeno estreptoquinasa anisoilado), alteplasa,
reteplasa, tenecteplasa, y scuPA (UPA de cadena sencilla).

Los "agentes antiinflamatorios" incluyen esteroides (por ejemplo prednisolona, metilprednisolona, cortisona,
hidrocortisona, prednisona, triamcinolona, dexametasona) y agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINE; por
ejemplo acetaminofeno, ibuprofeno, aspirina).

Los "agentes antivirales" incluyen trifluridina, vidarabina, aciclovir, valaciclovir, famciclovir, y doxuridina.

Los "agentes antibacterianos" o antibiéticos incluyen ampicilina, penicilina, tetraciclina, oxitetraciclina, framicetina,
gatifloxacina, gentamicina, tobramicina, bacitracina, neomicina y polimixina.

Los "agentes antimicéticos/fungistaticos/antifingicos" incluyen fluconazol, anfotericina, clotrimazol, econazol,
itraconazol, miconazol, 5-fluorocitosina, ketoconazol y natamicina.

Los "agentes antiangiogénicos" incluyen anticuerpos (o fragmentos de los mismos) tales como anticuerpos anti-
VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) o anti-PIGF (factor de crecimiento placentario) y agentes tales
como Macugen (pegaptanib sddico), triptofanil-tRNA sintetasa (TrpRS), acetato de anecortave, profarmaco de
combrestatina A4, AdPEDF (adenovector capaz de expresar factor derivado del epitelio pigmentado), trampa de
VEGF, inhibidor del receptor 2 de VEGF, inhibidores de VEGF, PIGF o TGF-, Sirolimus (rapamicina) y endostatina.

Los "agentes antimitoticos" incluyen mitomicina C y 5-fluorouracilo.
Los "antihistaminicos" incluyen fumarato de ketitofeno y maleato de feniramina.

Los "anestésicos" incluyen benzocaina, butambeno, dibucaina, lidocaina, oxibuprocaina, pramoxina, proparacaina,
proximetacaina, tetracaina y ametocaina.

Otros agentes o farmacos adjuntos que se pueden usar junto con la plasmina (o cualquier alternativa a la misma
como se ha descrito anteriormente) de acuerdo con la invencion incluyen escopoloamina, atropina o tropicamida,
para inducir midriasis (dilatacion de la pupila) y/o cicloplejia (paralisis del masculo que enfoca el 0jo).

Ademas de la plasmina (o cualquiera de las alternativas para la misma como se han descrito anteriormente), cada
uno de los agentes enumerados anteriormente asi como los antihistaminicos y anestésicos se pueden considerar
como un "ingrediente activo".

Una "formulacion farmacéuticamente aceptable”, en el contexto de la presente invencién, es mas particularmente
una "formulaciéon oftalmolégicamente aceptable". En general, una formulaciéon es una composicién que comprende
un vehiculo, diluyente o adyuvante compatible con los uno o més ingredientes activos que se formulan, siendo la
formulaciéon en su totalidad compatible con el uso destinado en el tejido u érgano destinado, etc. Se pueden
encontrar ejemplos de formulaciones farmacéuticamente aceptables asi como métodos para prepararlas, por
ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (por ejemplo, 202 edicion; Lippincott, Williams y Wilkins, 2000) o
en cualquier manual de Farmacopea (por ejemplo, las Farmacopeas internacional, europea o de Estados Unidos).
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Las "gotas oculares tépicas" contienen por lo general un ingrediente activo (tal como plasmina o cualquier alternativa
a la misma como se ha descrito anteriormente) o una combinacion de ingredientes activos en una solucién salina vy,
opcionalmente, uno o mas lubricantes.

Los "lubricantes” incluyen propilenglicerol, glicerina, carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, lecitina de soja,
alcohol polivinilico, vaselina blanca, aceite mineral, povidona, carbopol 980, polisorbato 80, dextrano 70.

Ejemplos
Los ejemplos que se incluyen en lo sucesivo en el presente documento demuestran la invencion.

Ejemplo 1. Modelo de ratén para cirugia de filtracién en glaucoma

Se llevé a cabo una cirugia de filtracion (trabeculectomia) en conejos hembra de Nueva Zelanda, con una edad de
12 a 14 semanas y un peso de 2 a 3 kg, en ambos ojos de la misma forma que en los ojos humanos, excepto que en
los conejos se produce una fibrosis posoperatoria mucho mas agresiva, que da como resultado un fallo de filtracion
después de 10 a 14 dias (Miller et al., 1985, Trans Ophthalmol Soc UK 104, 893-897).

Se incluy6 anestesia general con una inyeccion intramuscular de Ketalar %50 mg/ml) y Rompun (2 %). Antes de la
operacion, se midié la IOP en ambos ojos usando un tonémetro Tono-Pen™ (Medtronic Solan) con anestesia tépica
(Unicain, 4 mg/ml).

En resumen, para la trabeculectomia se coloc6 superiormente una sutura de traccion corneal Vicryl 9/0 y se empujé
el ojo hacia abajo. Se elevo la solapa conjuntiva basada en limbo después de lo cual se llevd a cabo una diseccién
despuntada del espacio subconjuntival. Después de formarse una solapa escleral de 5 mm por 5 mm, se retiré una
parte de la red trabecular y se llevé a cabo una iridectomia. Las solapas conjuntivales y esclerales se cerraron una
sutura de Nailon 10-0. Al final de la operacién se form6 una ampolla.

El seguimiento posoperatorio de los conejos tuvo lugar diariamente durante la primera semana y dos veces al dia
hasta que escarificaron. Se realizé el examen en ambos ojos y todas las medidas se llevaron a cabo con anestesia
tépica. Los registros de la IOP se llevaron a cabo usando un tonémetro Tono-Pen®. Las caracteristicas de la ampolla
incluyendo el area de la ampolla (ancho y longitud) y la vascularidad conjuntiva se investigaron de acuerdo con el
sistema de calificacion de ampolla de Moorfields. Durante la primera semana se realizé una evaluacién del
segmento anterior y de la presencia de coagulos sanguineos alrededor del canal de filtracién mediante examen con
una lampara de hendidura.

Ejemplo 2. Investigacién inmunohistoquimica

En el dia 30 después de la cirugia, se sacrificaron los conejos usando una inyeccion intravenosa letal de Rompun
con anestesia general. Se enuclearon ambos 0jos, se fijaron durante una noche en PFA al 4 % y se embebieron en
parafina. Se (inmuno)tifieron cortes delgados de 7 um con CD45 para evaluar la inflamacion y con rojo Sirio y
Tricromo para evaluar fibrosis.

A. Deposicién de colageno

Las tinciones de rojo Sirio y Tricromo se usaron para demostrar la deposicion de colageno. Después de la tincién de
rojo Sirio el colageno se colore6 de rojo; después de la tincion de Tricromo el colageno colore6 de azul (azul anilina,
5 minutos), los nucleos de negro (hematoxilina de Weigert, 10 minutos) y el citoplasma de rojo (fucsina escarlata de
Biebrich, 2 minutos).

B. Inflamacion

Se llevd a cabo una tincion de CD45 para estudiar las células inflamatorias. Después de una incubacién de 20
minutos con metanol y 45 minutos con PIR (1/5; Dakocytomation) las muestras se incubaron durante una noche con
anticuerpo de ratén anti conejo CD45 (1/3, 10-50 pg/ml; MCA808; AbDSerotec). El dia siguiente, las muestras se
incubaron durante 45 minutos con RAM-B (1/300; Dakocytomation). La tincion se finalizé6 usando un kit de Perkin
Elmer (Renaissance TSA™ Indirect; NEL700). DAB (Fluka) proporciona al tejido un color pardo por adicion de H20,.
La contratincion se llevé a cabo usando hematoxilina de Harris (Merck).

Ejemplo 3. Efecto de la microplasmina en las ampollas después de trabeculectomia en ojos de conejo

Grupo 1: cirugia de filtraciobn seguida de inyeccidon en la camara anterior de microplasmina en el dia O:
inmediatamente después de la operacion de trabeculectomia, 10 conejos recibieron una inyeccion en la camara
anterior de microplasmina (200 pl de una solucion de 2,5 mg de microplasmina/ml en acido citrico 5 mM, 6 mg/ml de
manitol, pH 3,1). Se realiz6 la trabeculectomia en otros diez conejos seguida de inyecciones de control del mismo
volumen de NacCl al 0,9 %.
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Grupo 2: cirugia de filtracion seguida de administracion de gotas oculares tdpicas que contienen microplasmina:
inmediatamente después de la operacion de trabeculectomia, se administré microplasmina en 3 conejos en forma de
gotas oculares tépicas (4 mg de microplasmina/ml en acido citrico 5 mM, 6 mg/ml de manitol, pH 3,1; se administrd 1
gota de aproximadamente 50-55 pl 4 veces por dia durante un periodo de 14 dias). Se realizé la trabeculectomia en
otros tres conejos seguida de administracion de gotas oculares de control de NaCl al 0,9 %.

Grupo 3: cirugia de filtracion seguida de inyeccién en la camara anterior de microplasmina y administracion de gotas
oculares topicas que contienen microplasmina: inmediatamente después de la operacion de trabeculectomia, 5
conejos recibieron una inyeccion en la cadmara anterior de microplasmina (como en el Grupo 1) combinada con la
administracion de gotas oculares tépicas (como en el Grupo 2). Se realiz6 la trabeculectomia en otros cinco conejos
seguida de inyecciones de control como en el Grupo 1 y administracion de gotas oculares de control como en el
Grupo 2.

Grupo 4: similar al Grupo 1 excepto en que se administran 100 pl de microplasmina por via subconjuntival (en lugar
de 200 pl en la camara anterior) en los ojos de 5 conejos. El grupo de control consiste en 5 conejos.

Grupo 5: similar al Grupo 4 excepto en que se administran 100 pul de microplasmina por via subconjuntival
(administracién repetida) 1 semana después de la administracion inicial. El grupo de control consiste en 5 conejos.

En cualquiera de los experimentos perfilados anteriormente, la solucién acida de microplasmina se puede neutralizar
alternativamente antes de ponerse en contacto con rojo.

Resultados: como se ilustra en la Figura 3 (datos normalizados), la microplasmina aument6 considerablemente el
area y la supervivencia de la ampolla en el modelo de trabeculectomia de conejo. Todos los tratamientos
representados tuvieron un efecto positivo inicial mas o menos igual en la supervivencia de la ampolla (diamantes:
administracion topica; triangulos: inyeccién en la cadmara anterior; cuadrados: administracion tépica e inyeccién en la
camara anterior combinadas). La inyeccion en la camara anterior de microplasmina y la administracién combinada
de gotas oculares e inyeccién en la cdmara anterior tuvieron un efecto positivo en la supervivencia de la ampolla
durante un periodo de tiempo mas prolongado. La deposicion de colageno se redujo a niveles basales después de la
administracion de microplasmina en comparacion con el control. No se observd ninglin cambio significativo en la
inflamacién en la camara anterior o en la conjuntiva. Al contrario que las gotas oculares y/o la inyeccién en la cAmara
anterior, la inyeccién subconjuntival de microplasmina no dio como resultado un aumento en la supervivencia de la
ampolla.
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REIVINDICACIONES

1. Plasmina para su uso en el tratamiento de fallo de filtracién después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o
para la prevencion, reduccién o retardo de la aparicién de fallo de filtracion después de cirugia de trabeculectomia
de un ojo.

2. La plasmina para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 que estd en una formulacion farmacéuticamente
aceptable capaz de administrarse a un ojo en forma de gotas oculares tépicas.

3. La plasmina para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 que estda en una formulacion farmacéuticamente
aceptable capaz de administrarse mediante inyeccion en el interior de la cAmara anterior de un ojo.

4. La plasmina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho tratamiento de fallo de filtracion
después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o dicha prevencion, reduccion o retardo de la aparicion de fallo de
filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo resulta de poner en contacto dicho ojo con una cantidad
eficaz de gotas oculares topicas que comprenden dicha plasmina.

5. La plasmina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que dicho tratamiento de fallo de filtracién
después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o dicha prevencion, reduccién o retardo de la aparicién de fallo de
filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo resulta de la introduccion en el interior de la camara
anterior de un ojo de una cantidad eficaz de dicha plasmina.

6. La plasmina para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que dicho tratamiento de fallo de filtracion
después de cirugia de trabeculectomia de un ojo, o dicha prevencion, reduccién o retardo de la aparicién de fallo de
filtracion después de cirugia de trabeculectomia de un ojo resulta de poner en contacto dicho ojo con una cantidad
eficaz de dicha plasmina mediante gotas oculares topicas que comprenden dicha plasmina, combinado con la
introduccion en el interior de la camara anterior de un ojo de dicha plasmina.

7. La plasmina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que dicha plasmina
carece de uno o mas dominios Kringle y/o carece de partes de uno o mas dominios Kringle.

8. La plasmina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en el que dicha plasmina se
selecciona entre el grupo que consiste en midiplasmina, miniplasmina, microplasmina o deltaplasmina.

9. La plasmina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que esta en una formulacién
farmacéuticamente aceptable que comprende ademas uno o mas de un agente para controlar la presion intraocular,
un agente antiinflamatorio, un agente antiviral, un agente antibacteriano, un agente antiangiogénico, un agente
antimitético, un antihistaminico, un anestésico, un agente para inducir midriasis y un agente para inducir cicloplejia.

10. La plasmina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 en el que dicho ojo se pone
en contacto ademas con uno 0 mas agentes seleccionados entre un agente para controlar la presion intraocular, un
agente antiinflamatorio, un agente antiviral, un agente antibacteriano, un agente antiangiogénico, un agente
antimitético, un antihistaminico, un anestésico, un agente para inducir midriasis y un agente para inducir cicloplejia.
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